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Анотацiя
В данiй роботi показана роль глутаматних рецепторiв рiзних типiв при транслокацiях гiпокальцину, що викликанi
позаклiтинною стимуляцiєю у шипиках, дендритах та сомi нейронiв гiпокампу.
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Скорочення термiнiв
HPCA – гiппокальцин;
sAHP – Slow After Hyperpolarisation – довготрива-
ла кальцiйзалежна посгiперполяризацiя;
YFP – жовтий флуоресцентний бiлок (yellow
fluorescent protein);
CFP – цiановый флуоресцентнiй бiлок (cyan
fluorescent protein);
NMDA – N-метил-D-аспартат (N-methyl-D-
aspartate).
Вступ
Дана робота присвячена дослiдженню функцiо-
нування такого кальцiйчутливого сенсорного бiлка,
як гiпокальцин. Цей бiлок привернув увагу внаслi-
док його залучення в широкий спектр фiзiологiчних
процесiв у нервовiй системi. Наприклад, у нокау-
тних по гiпокальцину мишей, у нейронах яких не
експресується гiпокальцин, спостерiгалися серйознi
порушення просторової та робочої асоцiативної па-
м’ятi [1]. У гiпокампальних нейронах гiпокальцин є
ключовим посередником мiж входом Ca2+ пiсля гру-
пи потенцiалiв дiї, i активацiєю калiєвих каналiв, що
опосередковують струм повiльної гiперполяризацiї
(sAHP), а це в свою чергу регулює пачкову актив-
нiсть нейронiв [3]. Гiпокальцин також бере участь у
регуляцiї експресiї генiв [1], а також є важливим для
багатьох процесiв, протидiючих кальцiйiндукованiй
смертi нейронiв [2].
За останнiй час з використанням методiв моле-
кулярної бiологiї (зокрема, нокаута або нокдауна
вiдповiдних генiв) отримано велику кiлькiсть даних
щодо фiзiологiчних функцiй рiзних кальцiйчутливих
бiлкiв, в тому числi i гiпокальцину [4]. Але при цьому
мало уваги придiлялося тому, яким чином кальцiй-
чутливi бiлки регулюються кальцiєвими сигналами,
що виникають з рiзних джерел i призводять до абсо-
лютно рiзних фiзiологiчних процесiв у клiтинi.
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Мета роботи
Визначити роль активацiї глутаматних рецепторiв
i потенцiалкерованих кальцiєвих каналiв рiзних ти-
пiв у кальцiй залежнiй сигналiзацiї гiпокальцину в
дендритах нейронiв гiпокампа щурiв.
1. Матерiали та методи
1.1. Культивування нейронiв гiпокампа щу-
рiв.
Гiпокамп вiд новонароджених щурiв був фермента-
тивно дисоцiйований з використанням 0,05 вiдсоткiв
пронази . Суспензiя клiтин з початковою щiльнiстю
3− 5× 105 клiтин/см2 була нанесена на скельця для
культивування, вкритi ламiнiном i полi-L-орнiтином.
Культуральне середовище складалося з MEM (Mi-
nimal Essential Medium), 0,6 % глюкози, 1 мМ амi-
ду альфаамiноглутаровой кислоти, 26 мМ NaHCO3,
10 мкг/мл iнсулiну та 10 вiдсоткiв кiнської сирова-
тки. Усi культури використовувалося для експери-
ментiв пiсля 14 дiб iнкубацiї (у бiльшостi експери-
ментiв 14− 19).
1.2. Плазмiди
Гiпокальцин з нарощеним Жовтим Флуоресцен-
тним Протеїном (HPCA-YFP), i синiй флуоресцен-
тний бiлок (CFP) – приєднаний до NCS-1 (NCS – 1 –
CFP)
1.3. Трансфекцiя культури нейронiв гiпо-
кампа щурiв.
Нейрони були трансфiкованi пiсля 5 − 9 днiв у
культурi. Було використано метод ДНК – фосфат
кальцiй приципiтацiї, як описано постачальником та
метод Лiпофекцiї. Всi культури використовувалися
для експериментiв пiсля 2 − 5 днiв пiсля трансфе-
кцiї. Успiх трансфекцiї складав вiд 5 до 30 вiдсоткiв
залежно вiд DIV.
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Рис. 1. Вплив блокування вивiльнення iонiв кальцiя з ендоплаз) – транслокацiї гiпокальцина в дендритi у вiдповiдь
на аплiкацiю глутамату в контролi, при додаваннi CPA i пiсля вiдмивання, вiдповiдно, Б – нормованi амплiтуди
транслокацiй гiпокальцина у вiдповiдь на аплiкацiю глутамату у контролi та при додаваннi CPA (5 клiтин); В, Г-те
ж, що i на А, Б – але для транслокацiй гiпокальцина в сомi при локальнiй аплiкацiї глутамату на сому (5
клiтин)матичного ретикулума на транслокацiї гiпокальцина А (б, в, г)
1.4. Лiпофекцiя
Лiпофекцiя – це лiпiд-посердкована технологiя
трансфекцiї, що належить класу бiохiмiчних мето-
дiв, яка використовує полiмери. Також використовує-
ться DEAE декстран та фосфат кальцiю. Основними
перевагами лiпофекцiї є висока ефективнiсть, зда-
тнiсть трансфiкувати всi типи нуклеїнових кислот в
широкому дiапазонi клiтинних типiв, простота у ви-
користаннi, можливiсть повторювати процедури та
низька токсичнiсть. Також зазначимо, що цей метод
придатний для багатьох задач трансфекцiї, та має
високi показники ефективностi.
1.5. Електрофiзiологiчна реєстрацiя
Гiпокампальнi нейрони спостерiгали iнвертованим
мiкроскопом (40× кратний об’єктив, Axiovert, Zei-
ss, Нiмеччина). Струми через мембрану нейронiв
реєстрували з використанням метода patch-clamp
в конфiгурацiї «цiла клiтина» за допомогою пiдси-
лювача HEKA EPC10/ (HEKA, Нiмеччина). Опiр
доступу становив 10− 20 МОм. Для активацiї потен-
цiалкерованих кальцiєвих каналiв використовували
деполяризацiю мембрани клiтини до +30 мВ або
стимуляцiю пачкою, що складалася з 10− 100 потен-
цiалiв дiї (один потенцiал дiї викликався поштовхом
струму амплiтудою 1 нА i тривалiстю 3− 5 мс).
2. Результати дослiдження
Досить високий рiвень експресiї гiпокальцина в
нейронах первинної культури гiпокампу щурiв почи-
нає спостерiгатися на 4− 6 день культивування [4].
Iстотна спонтанна мережева електрична активнiсть
в культурi нейронiв гiпокампу щурiв спостерiгалася
нами починаючи з 6−8 дня культивування, NMDAR-
опосередкованi струми з 10− 12 дня. Таким чином,
використанi нами для експериментiв гiпокампальнi
нейрони (14− 19 днiв пiсля початку культивування)
повиннi експресувати до цього термiну як необхiдна
кiлькiсть гiпокальцина, так i iншi бiлки та фосфолiпi-
ди, що беруть участь у гiпокальцин-опосередкованих
сигнальних процесах. Метою наступних дослiдiв бу-
ло з’ясувати, чи може активацiя глутаматних реце-
пторiв безпосередньо призводити до транслокацiй
гiпокальцину i чи вiдiграють якусь роль при цьо-
му метаботропнi глутаматнi рецептори. Iонофоре-
тична аплiкацiя глутамату призводила до трансло-
кацiй гiпокальцину в дендритi. В умовах аплiкацiї
у присутностi блокаторiв iонотропних глутаматних
рецепторiв CNQX i DL-APV iстотного перерозподiлу
гiпокальцина в дендритi не спостерiгалося. Даний
факт свiдчить про те, що транслокацiї гiпокальци-
ну при аплiкацiї глутамату вiдбуваються виключно
за рахунок iонотропних глутаматних рецепторiв, а
активацiя одних лише метаботропних глутаматних
рецепторiв не призводить до транслокацiй.Iонофорез
глутамату можна використовувати для дослiджен-
ня ролi внутрiшньоклiтинних депо в транслокацiях
гiпокальцину. У присутностi CPA (циклопiазоновая
кислота – селективний блокатор ретикулярної Ca-
АТФази) транслокацiї гiпокальцину в сомi повнiстю
зникали; при цьому в дендритi амплiтуда транслока-
ций залишалася незмiнною (рис. 1). Тому можна дi-
йти висновку, що вивiльнення кальцiю з ретикулума
iстотно не впливають на транслокацiї гiпокальцину
в дендритi, при тому, що в сомi такi вивiльнення
являють собою головне джерело iонiв кальцiю, що
забезпечує транслокацiї. Є два можливих пояснен-
ня цьому факту – це може бути пов’язано з рiзним
спiввiдношенням площа/об’єм для дендрита i соми,
з вiдносно малим об’ємом ретикулярних утворень в
дендритi.
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Рис. 2. Транслокацiї в шипику вiдбуваються за рахунок входу кальцiю через синаптичнi NMDAR А-приклади
реєстрацiй флуоресцентного сигналу гiпокальцина в шипику при позаклiтиннiй стимуляцiї при 𝑉 ℎ = −40 мВ (а) i
−70 мВ (б)-вiдповiднi шипики вказанi стрiлочками на панелi В(б); Б – середнi амплiтуди транслокацiй в шипики
при позаклiтиннiй стимуляцiї – 𝑉 ℎ = −40 мВ i −70 мВ; В – приклади просторового розподiлу транслокацiй
гiпокальцина при 𝑉 ℎ = −40 мВ (б) i −70 мВ (а)
Транслокацii гiпокальцину, що викликанi позаклi-
тинною стимуляцiєю. Для дослiдження ролi сина-
птичних глутаматних рецепторiв у транслокацiях
гiпокальцину ми використовували позаклiтинну сти-
муляцiю аксонiв, що пiдходять до нейрона вiд iн-
ших клiтин. У нормальних розчинах стимуляцiя при
пiдтримуванiй на мембранi клiтини рiзницi потенцi-
алiв −40 мВ призводила до значних транслокацiй
гiпокальцину в шипики. В той же час така стимуля-
цiя не мала нiякого ефекту щодо розподiлу гiпокаль-
цину при рiзницi потенцiалiв на мембранi −70 мВ
(Рис. 2). Вiдсутнiсть транслокацiй гiпокальцину при
рiзницi потенцiалiв – 70 мВ на мембранi клiтини свiд-
чить про те, що активацiя синаптичних кальцiєвих
AMPAR i метаботропних глутаматних рецепторiв
(принаймнi за вiдсутностi пiдвищення концентрацiї
кальцiю) не вiдiграє суттєвої ролi в транслокацiях
гiпокальцину, викликаних синаптичною активнiстю.
Активацiя ж синаптичних NMDA-рецепторiв при-
зводить до транслокацiй гiпокальцину в шипики.
Висновки
Активацiя потенцiалкерованих кальцiєвих кана-
лiв не призводить до транслокацiї гiпокальцину в
шипики дендритного дерева, в той же час iнiцiюю-
чи транслокацiї гiпокальцину в дендритi. Трансло-
кацiя гiпокальцину в шипики дендритного дерева
виникає лише у вiдповiдь на багаторазову актива-
цiю синаптичних глутаматних NMDA- рецепторiв.
Гiпокальцин транслокує до деяких регiонiв нейро-
ну, незважаючи на iзотропне пiднесення концентра-
цiї кальцiю. Це говорить про можливу наявнiсть
гiпокальцин-«мiшеней». Вiдповiднi дослiдження без
сумнiву є дуже важливими для розумiння як моле-
кулярних механiзмiв клiтинних сигнальних процесiв,
так i функцiонування окремих нейронiв i нервової
системи в цiлому.
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